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Two Forms of Polygalacturonase in Melon Foliage 
Tsuneo Tomita and Miyuki Terauchi 
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Mukogawa Women's University， Nishinomiyα663 
Two forms of polygalacturonase have been identified in extracts of subcultured callus 
originating from Melon foliage. 
The separation of polygalacturonase by fast protein liquid chromatography (ドPLC)system 
has been investigated by ion-exchange chromatography on Mono S HR 5/5 column and by 
gel filtration on a column of Superose 12. 
The enzymes differed in stability with respect to both temperature and pH. 
Polygalacturonase 1 has a Mr of 95000， is50% inactivated at 65'C. Polygalacturonase 1I 
has a Mr of 46000， is50% inactivated at 50'C. 
緒 民羽
-lili.物泉伏jが主主成につれてがj故軟らかくなるかについ
ては，かなり古から興味がもたれていた(1929，
Branfoot) 1しかし，純物のベクチン質(細胞挫ポリ
サッカリド複合体〕が，静素分解によってI司容fヒする
ことが見出されたのはだいぶあとになってからであ
る.
ベクチンエステラーセ、の存在については，ウマゴヤ
シ，オレンジ(1945Lineweaver， 2Mac Donndl3ら)， 
バナナ(1963Hultin)，4トマト(19 4 6 McColloch， 
Kertesz 5ら)の研究，さらにポリガラクツロナ…ゼの
存在については，トマト(1949McColloch， Kertesz自
ら)，ナシ，アボガド(1954McCready and Mc. 
Comb7)，ナツメヤシ 0969Hasegawa 8)，モモ 097
1 Pressey， Avants 9)の研究があるが，いずれも成熟
果実':1"に単常jf，された.
その後1973{f.， 1976{f.には， Presse/o. 1らによっ
* The 14th International Congress of Nutrition 1989. 
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て， トマト，ナシの成熟!;Iミ肉仁l'に二却のポリガラクツ
ロナ…ゼ (PG1， PG IT) が q~胤i された，絞近では，
これらポリガラクツロナーゼが，イソ解説毛 (Polygal-
acturonase iso-enzymesI2， 13)，コンパーター (Poy
g昌lacturonaseconverterl4) という名称で 1ヂばれてい
る|二に， -liB.物の葉茎1515にもポリガラクツロナーゼの有:
在 0984Presse/4) が推定されている.
我々は，ポリガラクツロナーゼ (endo-および
exo-ポリガラクツロナーゼ、11)は，純物細胞全般に行:
:{:Eーするであろうと考え，今@，ウリ科純物のメロン葉
茎部の細胞精義で符られたカノレスからポリガラクツロ
ナーゼ (PG 1 ， PG IT)を分離したので綴告する.
実 験
植物組織培養
1 )試料
静岡産のメロン主~lを郊を 7，](道7，](でよく洗い， 70%エ
タノー ノレ中5秒間援とうして滅菌したのち，滅的7，](で
2医l洗冷した，次で， 1 %次jE組系椴ナトリウム溶液
(和光純主主製)'1"， 1分間振とうし，滅的水で2回洗
浄した.以上の操作を4凶行なって得られた滅的主主主主
???
? ， ?
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部は,約5mmの長さに切 り無菌状態の各培地に置い
た.実験は,Murashige-Skoog培地に,植物ホルモン
として,NAA(α-ナフタリン酢酸,半井テスク製)
とカイネチン (半井テスク製)をいろいろの割合,す
なわも,NAA:カイネチン-0.3:0.1,0.3:0.3,
1.0:0.3,1.0:1.0,3.0:3.0mg/lに取合わせた寒
天培地を用い,120Wの蛍光灯の照明下で28-30℃の
キャビネットの中で行なった.外植片は.約3週間で
カルス化するから,培地を更新して代を重ねた (継代
培養).ホルモン添加は,NAA:カイネチン-30:30
または1.0:1.0是において最もよくカルス化が認めら
れた (FigI)ので,この培地で3-8代の継代培養か
ら得られたカルスを集めて凍結乾燥し,サンプルとし
た (収益240g).
Fig.l CalusformationinMelonfoliage.
2)7ミノ酸自動分析
植物ホルモソ浪度および継代過程におけるカルスの
アミノ酸組織の比較検討を行なった.アミノ酸分析に
は,柳本高速アミノ酸分析装tELC-5S型の短カラ
ム (10cm)および長カラム (50cm)を用いた.温度は
55℃,溶出液は短カラムは035Mクエソ酸緩衝液 (pH
5.28),長カラムは02Mクエン酸緩衝液 (pH325およ
びpH4.25)を用い,流速80m∠/hで分析した.
実験に用いた各試料は､6NHClで110'C,20時間の
封管加水分解を行なった後,短カラムで塩基性アミノ
酸群の分析を行なった (Table1)
ポ リガラクツロナーゼ
1)抽 出方 法】0 ､
凍結乾燥したカルス粉末を4℃の冷水で洗ったの
ち,その残液に1.OMNaCl(特級 半井テスク製)(4
℃,pH6.0)を加え,低温で一晩糖押抽出した.遠心上
清中の蛋白質は.80%飽和硫酸アンモニウム (特級
半井テスク製)で沈澱させたのち,0.2MNaClに再溶
解し,0.2MNaClに対して透析後,凍結乾燥して粗抽
出物とした.
Table1 AminoacidvaluesofMeloncalus.
GeneratH⊃n 3 3 8 8
NAAKlnetln 10:I0 3.0:30 10:10 30:3.0
TRY 166 247 100
LYS 519 799 664
HIS 150 366 170
ARC 369 541 514
CysO3H 209 105 135
ASP 643 610 721
THR 239 244 266
SER 378 378 . 399
GLU 2036 1353 2603
PRO 533 683 7ll
GLY 296 268 302
ALA 346 247 327
CYS 048 044 018
VAL 385 413 408
MET 066 058 068
ILEU 231 231 229
LEU 370 367 408
TYR 2.40 310 391
PHE 2.33 274 3.13
0日-PRO 21.11 2231 9_21
CrT 4.32 232 3.32
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2)FPLCシステムによるクロマ トグラフィー15
粗抽出物を4℃の0.15MNaCLに懸濁 し.一旦遠心
分離して得られた上清 500JLLを FPLC(Pharmac)a
FineChemlCa)S)の HR5/5MonoSカラム (0.5
×5cm)の浪度勾配法で精製した.緩衝液Aとして
002M MES(2-エタンスルホン酸 ･特級 半井
テスク製)(0.15MNaCl製含有pH6.0)杏,緩衝液Bと
して002M MES(1,OMNaCl含有pH6.0)を用い,
0-2分 (0%B),2-20分 (0-50%B),20-22
分 (50%B),22分 (50-0%B)の浪度勾配法で1ml
/mlnの流速で溶離させた.各フラクショソ(PGJ;
フラクションNo.7-8,PG Ⅱ:フラクションNo.5-
6)を集め濃縮 し,再び FPLC システムにかけ
(Fig.2),各ピークごとに,分析を行なった
3)ポリガラクツロナーゼの分析
標準物質として,ポリガラクツロソ酸 (特級 半井
テスク製)および,iiTリガラクツロナーゼ (Aspergllus
niger,1,000LnltS,SIGMA製)を用いた.
1%ポリガラクツロン酸 (pH4.5) lmJに0.63M
NaCL0.95mlと試料溶液 50FLlを加え,37℃15分間イ
ンキュべ-シ=ソを行ない,2分間沸騰浴中にて失活
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させた後，それぞれの溶液 1ml中の還元絡をネルソン
ソモギ一法16により，測定した.
以上の条件でポリガラクツロン酸すなわちベクチン
酸(暴質)が 1μmoleの還元糠を遊離するのに必婆な
単位を活性の 1unitとする.
上ヒ活性は，蛋白質 mg中の unit数で示した.蛋白質
の定裁は，原尊皇物質として牛血清アルブミン〔特級
土手弁テスク製〉を潤い， Lowry法17で測定した.
結果および考繋
1 )アミノ該自動分析
持雪地中の綴物ホノレモン濃度の変化および継代培養
(初代-8代)の過程におけるカルス組織中のアミノ
酸組成は，ほとんど差違は認められなかった.
(Table 1参照). 
2)ポリガラクツ口ナーゼの比活性
カルスやの PG1:およびPGIの精製過程における
比活性を Table2 Vこ示した.このま長から切らかになよ
うに Sup己rose精製後の試料におし、て， PG1よりも
PG Iの方が，比活性，活性ともに潟いことがわかっ
Tこ.
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Fig. 2 The FPLC separation of Melon callus extracts on the MONO S column. The 500μ1 of enzyme 
solution in 0.15M NaCl was applied to the column. Buffer A consisted of 0.02M MES and 0.15M NaCl， 
pH6， and buffer B consistend of 0.02M MES阜nd1.0M NaCl， pH6. The system was programmed for 
linear gradient segments of 0-2min (O%B)， 2-20min (0-50%B)， 20-22min (50%B)， and 22min 
(50-0%B) at a flow rate of lml/min. One milliliter fractions were collected and assayed for 
polygalacturonase. 
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Summary of purification of ploygalact日目
出86.4
Total activity Specific activity Yield 
{units)' (unitS/1昭(%)
640.3 58.0 100.0 
39.7 
60.3 87.4 
Table 2. 
ronase. 
Steps Total protein 
惚g)
11.40 
FPLC MONOS 1 
PG I 岨31
PGll ι42 
FPLC MONOS 2 
PGI 
PG I
自然科学総
4.5 
30.2 
114.0 
306.7 
28.5 
193.2 
0.25 
0.63 
2.2 
3.9 
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3) PG [および PGIの熱安定性
試料溶液 10，u1を40-80'Cの湯浴中に， 10分間つけ
直ちに冷却し， 1 %ベクチン酸， 0.63MNaCI、会加え，
37"C10分間インキュベーションを行ない，苦手索活性を
調べた.その結果， Fig.3に示すように， PG [は65
'C， PG Iは50'Cで，それぞれ活性が50%に減少した.
さらに， PG[は80'C，PG Iは65'Cで完全に不活性に
なったことにより， PG 1の方が PGIより熱安定性
であることがわかった.
4)最適pH
1%ベクチン酸と0.63MNaCI，緩衝液 (pH4.0-
8.0) ，試料溶液 10μI加え， 37"C 10分間インキュベー
ションを行なった結果， Fig.4に示すように，最適婦
は PG1， PG Iにおいてそれぞれ， 4.7および6.0で
あった.
5)分子嚢の測定
Mono Sカラムにより分倒した各ピークの隣素溶液
(PG 1 ， PG n)を凍結乾燥し，それぞれをpH5.5の
50mM酢酸緩衝液(特級 .'j土井テスク製)に溶かした.
その溶液 200μlを FPLCシステムの Superose12 
column (1 x 30c田)に注入し，流速0.5ml/minで0.5
mlずつ分取し，それぞれのピークについて分析した.
標準物質として， Pharmacia製のアノレドラーゼ (M.
w. 158000)，牛I血清アルブミン (M.W. 67000) ，オボ
アルブミン (M.W. 43000) ，キモトザプシノーゲンA
(M. W. 25000)を用いた.PGI の Mrは95000，
PG nの Mrは46000と測定された (Fig.5) 
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二つの型のポリガラクツロナーゼ (PG1 ， PG n) 
が，メロン葉茎古告に存在することが認められた.
ポリガラクツロノナ…ゼは， Mono S HR 5/5 
columnのイオン交換クロマトグラフィー (FPLCシ
ステム)およびゲルロ過により精製した.
PG 1は PGnよりも，熱安定性であり，最適pH
は，それぞれ4.7および6.0であった.PG 1の Mrは
95000， PG nの Mrは46000であった.
約要
80 50 60 70 
TEMPERATURE ('C) 
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Fig. 3 Heat stability curve of two emzymes， 
polygalacturonase 1 and n. PGI (-0ー);PG盟
(ー @…).Enzyme samples were heated for IOmin 
at the relevant temperature in O.31M NaCl pH4. 
5， allowed to cool and then assayed. 
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Fig. 4 Effect of pH on the activities of PGI and 
n， in the presence of 0.31M NaCl. 
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Fig. 5 Determination of the molecular weights 
of PGI and PG n by gel filtration (1 x 30 cm 
column of Superose). The column was equilibraω 
ted and eluted with 0.05M sodium acetate， pH5.5. 
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